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The present invention concerns a method and an 
apparatus for illuminating a transparent specimen 
(1), in particular for use in double confocal 
scanning microscopy, wherein for illumination of 
a point of the specimen (1), two light waves of a 
coherent light source (4) focused from opposite 
directions (2, 3) onto the point interfere to form an 
illumination pattern, and in order to eliminate the 
causes of the problems of the reconstruction 
method is characterized in that at least two 
additional coherent light waves traveling toward 
one another are superimposed in order to 
minimize the secondary maxima (11, 12) of the 
illumination pattern. 




Data supplied from the esp@cenet database - Worldwide 



liiiniiM^^ 



(g) BUNDESREPUBLIK 
DEUTSCHLAND 




® Off enlegungsschrift 
®DE 10010154 A 1 



© lnt.Cl7: 

G 02 B 21/00 



DEUTSCHES 
PATENT- UNO 
MARKENAMT 



@ Aktenzeichen: 
@ Anmeldetag: 
@ Offentegungstag: 



100 10 154.2 
3. 3.2000 
20. 9.2001 



Ul 



@) Anmelden 


® Erfinden 


Leica Microsystems Heidelberg GmbH, 69120 


Bewersdorf, Jorg, Dipt.-Phys., 69121 Heidelberg, 


Heidelberg, DE 


DE 


® Vertreten 


(§) Entgegenhaltungen: 


Ullrich & Neumann, 69115 Heidelberg 


DE 196 32 040 C2 


DE 43 31 570 C2 



Die f olgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnoimnen 
Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ Verfahren und Vorrichtung zur Beleuchtung eines transparenten Objekts 

@ Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren und 
eine Vorrichtung zur Beleuchtung eInes transparenten 
Objekts (1), insbesondere zur Anwendung in der doppel* 
konfokalen Rastermtkroskopie, wobet zur Beleuchtung et- 
nes Punkts des Objekts (1) zwei aus entgegengesetzten 
Richtungen {2, 3) auf den Punktfokussierte Lichtwellen ei- 
ner koharenten Lichtquelte <4) zu einem Beleuchtungsmu- 
ster interferieren, und ist zur ursachiichen Vermeidung 
der Probleme der Rekonstruktionsverfahren dadurch ge- 
kennzeichnet, dass mindestens zwei zusatziiche, auf ein- 
ander zu iaufende, koharente Lichtwellen ubertagert war- 
den, um die Nebenmaxima (11, 12) des Beteuchtungsmu- 
sters zu minimleren. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betriffit ein Verfiahren zur Be- 
leuchuing eines transparenten Objelcts, insbesondm zur 
Anwendung in der doppelkonfokalen Rastermikroskopie, 
wobei zur Beieucfatung eines Punkts des Objekts zwei aus 
entgegengesetzten Ricbtungen auf den Punkt fokussierte 
LIchtwellen einer kc^arenten Lichtquelle zu einem Be- 
leuchtungsmuster intcrferieren. 

Verfahien der gattungsbildeodeD Art werden insbeson- 
dere bei doppelkonfokalen Rastermikroskopen angewendet, 
wie sie beispielsweise aus der EP0491289A1 bekannl 
sind. Bei der doppelkonfokalen Rastermikroskopie wird 
TJchteinerTjchtquellein Twei Teilstrahlen aufgeteilt, wobei 
jeder Teilstrahl mit Hilfe eines Objektivs auf einen gemein- 
samen Objektpunkt fokusiert wird. Die beiden Objektive 
siod hicrbci auf vcrschicdcncn Scitcn der ihnen gcmcinsa- 
men Objektebene angeordnet Ira Objektpunkt bzw. an der 
Detektionslochblende bildet sich durch diese interferometri- 
sche Beleuchtung ein Interferenzmuster aus, dass bei kon- 
struktiver Interfemez ein Hauptmaximum und mehreie Ne- 
b^imaxima aufwcist Die Ncbcnmaxima sind hicrbci im 
AUgemeinen entlang der optiscben Achse angeoidnet Mit 
einem doppelkonfokalen Rastermikioskop kann im 
gleicb zum konventioneilen Rastermikioskop durch die in- 
terferoiueliische Beleuchtung eine erfaohle axiale Aullosung 
erzielt werden. 

Bin Bild eines mit einem doppelkonfokalen Rastemukro- 
skop aufgenommenen Objekts weist bauptsachlicb einen 
Beitrag auf, der von dem Hauptmaximum des Beleucb- 
tungsmustets resultierL DarQber hinaus sind dem Bild je- 
docb Anteile 0berIagert, die aus der Beleuchtung des Ob- 
jekts mit den Nebenmaxima des Beleuchtungsmusters resul- 
tieren. Diese stdteaden BildanteDe koooea mit geeigneten 
Rekonstruktionsmethoden aus dem aufgenommeoen Biki 
nachtraglich entfemt werden. Hierbei werden in eister Linie 
Methoden der inversen Filterung angewendet, die in Form 
von Programmmodulen auf einem Coinputer implementiert 
sind. Die Rekonstruklionsuielboden kOimen jedoch nur 
dann eifolgreich angewendet werden, wenn die Tntensitat 
der Nebenmaxima vecglichen zur Intensit&t des Hauptmaxi- 
mtims des Beleuchtungsmusters deudich kleiner als 50% ist 
Falls dicsc Voraussctzung nicbt cdUUt ist, ist cntwcdcr dor 
Rauschantieil des rekonsnruierten Bildes zu hocfa oder die 
Beitrage der Nebwnaxima konnen nicht vollstandig aus 
dem Bild entfemt werden, so dass "Geistmtrukturen" der 
aufgenommenen Objektstruktur im Bild verbleiben. Bine 
cindcutigc Objcktanalysc bzw. Bildintccprctation kann ci- 
schw^ Oder gar unm6glich gemacht werden. 

Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Aufgabe zu- 
grunde, die Probleme der Rekonstruktionsmethoden ursach- 
lich zu vemieiden. 

Das erfindungsgemaBe Verfahrcn der gattungsbildenden 
An 16st die voranstehende Aufgabe durch die Merkmale des 
Patentanspruchs 1. Danach ist ein solches \ferfahren zur Be- 
leuchtung eines transparenten Objekts dadurch gekenn- 
zeichnel, dass mindeslens zwei zusalzliche, aufeinander zu 
laufende, koharente Lichtweilen uberlageft werden, um die 
Nebenmaxima des Beleuchtungsmusters zu minimieren. 

BrfindungsgemaB ist zunachst erkannt worden, dass die 
Etgcbnissc der Bildrdconstrukdonsvcrfahrcn sich insbcson- 
dere dann verbessem lassen, wenn die IntensitSt der Neben- 
maxima des Beleuchtungsmusters herabgesetzt werden 
kann. Zur Herabsetzung der Tntensitat der Nebenmaxima 
werden in erfindungsgemaBer Weise dem ursprunglichen 
doppelkonfokalen rastermikroskopischen Beleuchtungsmu- 
ster zus&tzliche, aufeinander zu laufende, kohSiente Licht- 
weilen iiberlagert, so dass das urspriingliche Beleuchtungs- 



niu.ster mit dem zasatzHchen Beleuchtungsmuster interfe- 
riert. Die so zu einem Gesamt-Beleuchtungsmuster interfe- 
lierende elektromagnetische Feldverteilung weist bei geeig- 
neter Oberlagerung reduzierte Intensitaten d^ Nebenma- 
5 xima des ursprOnglichen Beleuchtungsmusters auf, im Ide- 
alfall werden die Nebenmaxima sogar ausgeloscht Dies bat 
zur Folge, dass das resulderende Bild in vorteilbafter Weise 
eine eindeudge Objektanalyse ermoglicht, im Idealfall auch 
sogar auf die Anwendung von Rekonstruktionsmethoden 
10 va^chtet werden kann. 

Aufgrund fundamentaler Eigenschaften der elektroma- 
gnetischen Wellen ist eine Voraussctzung zur Minimierung 
der Nebemnaxiiiia des Beleucblungsniuslers, dass die zu- 
fjatzlichen T.ichtwellen koharent zu den TJcbtwellen sind, 
15 die das urspriingliche Beleuchtungsmuster erzeugen. Wei- 
terhin mussen die zusatziichen Lichtweilen jeweils aufein- 
ander zu laufcn, so dass die zusStzHchcn Lichtweilen fur 
sich gesehen ebenfalls ein Interferenzmuster ausbilden, das 
dem ursprunglichen Beleuchtungsmuster uberlagerbar ist. 
20 Nur weim die zusStzlichen Lichtweilen ihrerseits inta^erie- 
len konnen weist das zusatzUche Beleuchtungsmuster eine 
Bclcuchtungsstruktur auf, die cin zum ursprunglichen Be- 
leuchtungsmuster vetgleichbares Aufldsungsniveau hat. 
In einer besonders vorteilhaften Ausfiihrungsform ist die 
25 Phasenbeziehung zwischen dem Beleuchtungsmuster und 
den zusatziichen Lichtweilen einslellbar. Hierbei konnte die 
Pha.senbeziehung zwischen dem urspriinglichen Beleuch- 
tungsmuster und samtlichen zusStzlichen Dberlag^en 
Lichtweilen dngestellt werden. Dementspzechend kaxm das 
30 durch die zusatziichen uberlagerten lichtweilen erzeugte 
zusStzliche Beleuchtungsmuster in seiner Gesamtheit celativ 
zum urspriinglichen Beleuchtungsmuster veiandert werden. 
Daraber hinaus kdnnte auch ledSglich die Phasenbeziehung 
zwischen den zusStzlicben Lichtweilen unterdnander ver- 
35 Sndert werden, wodurch sich lediglidi das dem ursprungli- 
chen Beleuchtungsmuster Qb^iagene zusStzliche Beleucfa- 
tungsnmst^ ver&ndeit. ICerdurcb wSre eine alternative 
anderung des Gesamt-Beleuchtungsmustecs erzielbar. 
Wenn die eldciiomagnelische FeklstSrke am Ort eines 
40 Nebenmaximums des ursprQnglichen Bdeuchtungsmusters 
^tgegengesetzt zur elektxomagnetischen Feldstarke des zu- 
satzlich Qberis^eiten Beleucbtungsmustecs ist, kann in vor- 
tdlhaftcr Weise die rcsulticrcndc Bclcuchtungsintcnsitat rc- 
duziert werden. Idealerweise wird man versuchen, diese Be- 
45 dingung fur alle Nebemnaxima des urspriinglichoi Beleuch- 
tungsmusters zu erzielen. Die so Qb^lagerten Beleuch- 
tungsmuster weisen unterschiedliche V:>rzeichen auf und 
kdnncn somit rcduzicrt und im Idealfall ausgeloscht werden. 
Die Nebenmaxima des ursprOnglichen BeLeuchtungsmu- 
50 sters lassen sich in besonders vorteilbafter Weise dann aus- 
loschen, wean die elektromagnedsche Feldstaike des Be- 
leuchtungsmusters am Ort der Nebtamiaxima dem Belrag 
nach der elektromagnedschen Teldstarke der uberlagerten 
lichtweilen entspricht, vorausgesetzt, die eleloromagneti- 
55 sche Feldstarice des ursprunglichen Beleuchtungsmusters 
und die elektromagnetische Feldstarke des zusatdich uber- 
lagerten Beleuchtungsmusters weisen am On der Nebenma- 
xima unterschiedliche Vorzeichen auf. Demgemafi ist schon 
eine erfaebliche Reduzierung der IntensitSt der Nebenma- 
60 xLnia dann moglich, wenn die elektromagnedsche Feld- 
staiicc des Beleuchtungsmusters am Ort der Nebenmaxima 
dem Betrag nach imgef^ der elektromagnetischen Feld- 
starke der iiberlagerten Lichtweilen entspricht Durch die 
geeignete Wahl der Intensitat der zusStzlich Uberlagerten 
6S Lichtweilen lassen sich die elektromagnedschen FeldstMr- 
ken der uberlagerten TJchtwellen ein.<stel1en. Tm AUgemei- 
nen wild hierzu die IntensitMt der zusatziichen Lichtweilen 
geringer oder greyer als die Intendtat der zur Beleuchtung 
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dienenden TJchtwellen gew^lt Rs kann jedoch van gan/. meinsarnen Punkt im Objektbereich gekennTsichneL TTier- 

besonderem Vorteil sdn, wenn die Intensitat der zusStzli- bd werden jeweils zwd aufeinander zu laufende kohareate 

chen Lichtwellen gleicb der der zur Beleuchtung dienenden Lichtwellea auf einen gemeinsamen Punkt fokussien. 

LichtweileD gewShlt wird. In besondeis vorteilhafter Weise konnte das ursprOngli- 

£s unterscbeiden sicb im wesenilichen mebrere Varianten S che BeleuchCungsmuster reladv zum Beleucbtungsmuster 

zur Mininaieiung der Nebenmaxima des ursprungiichen Be- der zusatzlicb uberlagerten lichtwelLen derart versetzt sein, 

leuchtungsmusters. Allen Varianten ist gemeinsam, dass die dass lediglich deren Nebenmaxima zumindesi weitgehend 

urspriingliche Beleuchtung eines Punkis des Objekts aus iiberlagert sind. Bei diesem Versatz wird es sicb im Allge- 

zwci entgegengesetztcn Richtungen erfolgt, wobei die meinen um einen axialen Versatz, also entlang der optischen 

hierzu verwendeten kohSrenten Lichtwellen auf einen ge- lO Achse, handeln. Idealen^'eise kdnnte das erste Nebenmaxi- 

meinsarnen Punkt fokussiert werden. mum des urspriinglichen Beleuchtungsmusters mit dem er- 

Die erste Variante siehl vor, dass die zusatzlichen, aufein- sten Nebenmaximum des Beleuchtungsmusters der zusatz- 

ander zu laufenden, koh'drenten Lichtwellen im Objeklbe- lich uberlagerten Lichtwellen iiberlagert werden. Dement- 

reich kollimiert verlaufen. sprechend ware das Hauptmaximum des urspriinglichen Be- 

Die zweite Variante sieht vor, dass die zusatzUch koh^ent 15 leuchtungsmusters zu dem Hauptmaximum des zusStzlichen 

uberlagerten Lichtwellen im Objekd>ereich auf einen Punkt Beleuchtungsmusters in Richtung der optischen Achse ver- 

fokussiert werden. sctzt 

Die dritte Variante siehl eine zeitliche Modulation der In- Altemativ hierzu kOnnten die beiden Beleucbtungsmuster 
tensitat des Lichts zur lirzeugung des ursprungiichen Be- auch derart versetzt sein, dass das Hauptmaximum des Be- 
leuchtungsmusters uixi/oder der Intensitat der zusatzlicb 20 leuchtungsmusters der zusatzlicb Qbedagerten Lichtwellen 
Uberlagerten Lichtwellen vor. Hierbei ist es denkbar, dass sicb mit einem Nebenmaximum des urs|»iinglichen Be- 
dic zusatzlicb uberlagerten Lichtwellen im Objcktbcrcich leuchtungsmusters zumindcst weitgehend ubcrlagcm la6t. 
entweder kollimiert oder auf einen Punkt fokussi^ werden. Hierbei k5nnie das Hauptmaximum des Beleuchmngsmu- 

Bei der eisten Variante verlaufen die zusatzlicb k<^arent sters der zusatzlicb iib^lageiten Lichtwellen einem dem 
Uberlagerten Lichtwellen im Objektberdcb kollimiert, d. h. 25 Hauptmaximum benachbarten Nebenmaximum des ur- 
die aufeinander zu laufenden Lichtwellen weisen im Objekl- sprunglichen Beleuchtungsmusters uberiagert werden. 
hereich eine paraliele Strahlform auf. Dutch die Uberlage- Tm Tdeatfall ist fur jedes Nebenmaximum des unsprung li- 
rung dieser lichtweU^ wgibt sich ein zusStzliches Be- chen Beleuchtungsmusters jeweils ein zusStzliches Be- 
leucbtungsmuster, das dem ursprungiichen Beleuchtungs- leuchtungsmuster vorgesehen, das jeweils mit Hilfe von zu- 
muster iibedageifoar ist Dieses zusatzliche Beleuchtungs- 30 satzlicb iiberlagertoi Lichtwellen erzeugt wird. Auch hier- 
muster wdst abwechselnd Maxima und Minima auf, die je- fUr ist votges^en, dass die Phasenlage bzw. die elektroma- 
weils in etner Bbene Heg^ die senkzecht zur optischen gDedscbeFeidstarkezumindestamQrtderdemllauptmaxi- 
Achse steht. Der Abstand zweier benachbarter Maxima die- mum benacbbarten Nebenmaxima des ursprOngHcben Be- 
ses zusatzlichen Beleuchtungsmusters laBt sich durch Varia- leuchtungsmusters derart eingestellt wild, dass vor allem 
tion des Kreuzungswinkels zweier aufeinand^ zu laufender 35 diese Nebenmaxima minimiert bzw. ausgeldscht werden. 
Lichtwellen einsteUen. I^eibd ist d^ Abstand zweier be- Die t)beriagenmg der zusaizlichen kofaarenten Licbtwel- 
nacbbarter Maxima minimal, wenn zwei Lichtwellen genau len kdnnte duncb eine Modulation und/oder Filterung in 
entgegengesetzt verlaufen, also wenn der Kreuzungswinkel mindestens einer Fourierebene des Beleuditungssirahlen- 
0 bzw. 180 Gradbeli%t gangs erzeugt werden. Die Modulation und/oder Hllerung 

Durch die Hinstellung des Kreuzungswinkels zweier kol- 40 konnte mit dner Phasenplatte und/oder einer Amj^ituden- 

ilmiert veiiaufmler Lichtwellen kann dn zusStzlicbes Be- platte erfolgen. Ifierzu k5nnte bdspielsweise eine entspre- 

leuchtungsmuster derait erzeugt weiden, dass mindestens cfaende Pbasen- bzw. Amplitudenplatte in dner Fourier- 

cin Maximum des zusfitzlicbco Bclcuditungsmustcrs sicb cbcnc im gemeinsamen Bclcuchtungsstrablcngang angcord- 

mit mindestens einem Nd^enmaximum des ursprOnglichen net werden. Die Anoidnung zwder Phasen- bzw. Anq>litu- 

Beleuchtungsmusters zumindest weitgehend uberlagem 45 denplatten in jeweils einer l-ourierebene des aufgeteilten, 

la£t. Idealerweise wird hierbei die elektromagnetiscbe Feld- doppelkonfokalen Rastermikroskop-Strablengangs wSre 

staike der zusatzlichen Beleucbtungsmuster derart gewahlt, ebenfalls den]d>ai: 

dass dicsc am Ort dor Nebenmaxima des ursprungiichen Bo Die Phascn- und/oder Amplitudenplatte konnte lediglich 

leuchtungsmusters ein unterschiedliches Vorzdchen auf- auf dnen Teil bzw. Ausschnitt des Beleuchtungsstrahls wir- 

weist und daruber hinaus dem Betrag nadi zumindest unge- 50 ken, dne 'Wirkung auf den gesamten Beleuchtungsstrahl 

fahr gleich sind. Hierdurch konnen die Nebenmaxima des ware ebenfalls denkbar. Eine solche Pbasen- und/oder Am- 

ursprungiichen Beleuchtungsmusters ausgeldscht werden. plitudenplaUe kormte in Form eines X/4-Plattchens, einer zu- 

Tn besonders vorteilhafter Weise wird das zusatzliche Be- mindest teilwdse aJs Grauwertfi Iter ausgestaltete Platte oder 

leuchtungsmust^ detsn ausgebildet, dass zwei benachbarte als eine teilweise verspiegelte Platte ausgeftlhrt sein. 

Maxima des zusatzlichen Beleuchtungsmusters sich mit den 55 Die dritte Variante sieht vor, dass die Intensitat des Lichts 

bdden dem Hauptmaximum benacbbarten Nebeimiaxima zur &zeugung des ursprungiichen Bdeuchmngsmusters 

des urspriinglichen Beleuchtungsmusters zumindest weitge- und/oder die Intensitat der zusatzlicb uberlagerten lichtwel- 

hend uberlagem iassen. Somit wdst das zusatzliche Be- ten zeitiich moduliert werden. Diese Variante ist besonders 

leuchtungsmuster einwi Abstand zwder benachbarter Ma- vorteilhaft bei der Detekdon von Objekten, die mit Fluores- 

xima auf, der gleich dem Abstand der beiden dem Hauptma- 60 zenzmarker maridert sind. In besonders bevorzugter Weise 

ximum benacbbarten Ncbcimiaxima des urspriinglichen Be- ist die Intensitat des Lichts zur Erzcugung des urspriingli- 

leuchtungsmusters entspricbt Hierdurch k6nnen in beson- chen Beleuchtungsmusters und die IntensitSt der zusatzlicb 

ders vorteilhafter Weise lediglich die beiden Nebenmaxima uberlagerten Lichtwellen zeitiich moduliert. Die Intensitats- 

des urspriinglichen Beleuchtimgsmusters reduziert bzw. modulationen konnten darilber hinaus zueinander zeitiich 

ausgeloscht werden, die die grOfite Intensitat aufweisen und 6S versetzt sein. Zur Optimierung der jeweiligen Beleuch- 

somit den groSten StdH)eitrag liefem. tungsbedingungen konnte der zddiche Versatz dnstellhar 

Die zweite Variante ist durcb die F(^aissierung der zu- sein. 

sStzlich kobScent Uberlagerten Lichtwellen auf einen ge- Die Intensitatsmodulation kSnnte eine Rechteck,- SSge- 
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zahn-, Dreteck- oder Pulsform aufweisen. Altemativ hierzu 
konnte eine lichtquelle verwendet warden, die gepulstes 
Licht emittiert, so dass hierduich eine Inteasitatsmodulation 
des BeleucbtungslichtsgegebeD ist. 

Es ist vorgesehen, die Intensit^modidadoD des Lichts 
zur !Erzeugung des urspruaglicben Beleuchtungsmusters 
uod/oder die Intensitatsmodulation der zusatzHch uberlager- 
ten Lichtwellen mit dem Detektorsystem zu synchronisie- 
ren. So konnte beispielsweise der Detektor nur in voigege- 
benen bzw. von der zeitlichen Intensitatsmodulation abhan- 
gigen Zeitinten^allen Objektlicht detektieien bzw. an das 
Auswertesysiem des doppelkonfokalen Rastennikroskops 
weiLergeben. 

Samtliche Varianten konnten zur Anregung von mitFluo- 
resz^izmaiker marki^en Objekten diraen. Hierbei konnte 
die Fluoreszenzanregung mit Einphotonen- und/oder 
Mchrphotoncn-Anrcgung crfolgcn. Insbcsondcrc bci der 
Einphotonen-Anregung sind Aforkehrungen zu treffen, die 
ein &Ohzeitiges Ausbleichen der verwendeten I'luoreszenz- 
marker weitgehend verhindem, da diese wShrend der Be- 
leuchtung des Gesamt-Beleuchtungsmusters vermehrt mit 
Licht bcaufscblagt wcrdcn. In bcsondcrs vortcilhaftcr Wcisc 
k(3nnteD fluoreszierende Nano-Xristalle als Ruoreszenzmar- 
ker eingesetzt werden, da diese so gut wie nicbt ausbleichen. 

In vorrichtungsmafiiger liinsicht wird die eingangs ge- 25 
nannle Aufgabe durch die Meckiziale des Patenlanspruchs 
23, in.sbesondere tut Anwendung des Verfahrens nach ei- 
der An^rtlche 1 his 22 geldst. Danach ist eine solche 
Vcnrichtung zur Beleuditung eines tcansparenten Objekts 
dadurch g^eanzeichnet, dass mindestens zwei zusStzHche, 3o 
aufeinander zu laufende, kohSrente Lichtwellen Ub^lager- 
bar sind, um die Nebenmaxima des Beleuchtungsmusters zu 
minimieren. 

Die zusatzlichen kolarenten Lichtwellen werden bei der 
Voniditung durch eine Strahlauftdlung des von der Licht- 35 
quelle emitdeitrai Lichts erzeugL . Diese Strahlaufteilung 
wird not Ifilfe einer optischen Einrichtung realisiert, die das 
von der Lichtquelle kommende Licht zundndest zu einem 
l\nl IransuiilLieren, zu «inem anderen Tbil refleklieren ISBl, 
wobei derrefleknerte Antei! dem transmittierten Anteil wie- 40 
der Uberlagert wird. Eine MehrfachreflexicHi in der opti- 
schen EinrichtuDg ist ebenfalls denkbar. Voizugsweise ist 
die opdscbc Einrichtiug im divcigcnt vcrlaufendcn Be- 
leuchtungsstrahlengang angeordneL 

In einer konkreten Ausfuhrungsform ist die optische liin- 45 
richtung als Reflexionsplatte ausgebildeu Hierbei kdnnte es 
sicb um eine Glasplatte handeln, die quaderformig ausgebil- 
dot und dcren Obcrfiachc scnkrccht zur optischen Achsc 
ausgericbtet ist Das von der Lichtquelle kommende licht 
passiert die Reflexionsplatte, ein Teil davon wird aufgrund 50 
interna Reflexion zweimal leflektiert, bevor dieser Anteil 
des Lichls die Redexionsplatte verlaBu Die iitt^farfach rellek- 
tierten Antei le des TJchts werden hierbei als zusatzliche ko- 
hSrente Lichtwellen dem transinittieitCT Anieil des Lichts 
uberiagert. 

In besonders vorteilhafter Weise weist die Reflexions- 
plaiie zwei zusanmiengeselzle, keilTormige optische Bau- 
teile auf. Diese beiden Bauteiie konnten gegeneinander quer 
zur optischen Acbse verschoben werd^, woduich die Dicke 
der cesultierenden Platte eingestellt werden kann. Wenn der 
Kcilwinkcl der bcidca Bautcilc gcring ist, d. h. die cine 
OberflSche des Bauteils eine sehr geringe Neigung gegen- 
iiber der andeien Obeiflache des Bauteils hat, kann die 
Dicke der resultierenden Platte sehr empfindlich vaiiiert 
werdeo. Die beiden optischen Bauteile konnten zwiscben 
den ihnen zugewandten Seiten mit einem optischen Me- 
dium, beispielsweise Immersionsdl mit angepasstem Bie- 
chungsindex, versehen sein. 
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Abhangig von dem notwendigen axialen Versatz des ur- 
spriinglichen Beleuchtungsmusters zu den zusatzlicb uber- 
lagerten Beleuchtungsmustem ist die Dicke der Reflexions- 
platte zu dimensionieren. Wenn bei dem doppelkonfokalen 
5 Rastermikroskop herkommliche Mikroskopobjektiye ver- 
wendet werden, hangt der axiale Versatz 6z mit der Dicke Z 
der Reflexionsplatte und der VeigroBerung M der Mikro- 
skopobjektiye wie folgt zusanmien: 

10 Z = 0.5 . . 5z 

Zur Einstellung des erforderlichen Intensitatsverhaltnis- 
ses der einzelnen Lichlwellen weist die optische Einrichtung 
eine enLsprcchende Bcschichmng auf, Durch die Beschich- 
15 tung kann das Transmissions- bzw. Reflexionsvermogen der 
optisch wiricsamen Oberflachen der Reflexionsplatte einge- 
stellt wcrdcn. Idcalcrwcisc weist das mchrfach rcfickticrtc 
licht verglichen zum direkt transmitderten Licht ein Inten- 
sitatsverhaltnis auf, so dass die elektromagnetische I^ld- 
starke des Beleuchtungsmusters am Ort d^ Nebenmaxima 
dem Betrag nach zumindest ungefahr der elektromagneti- 
scbcn Fcldstarkc dc^ ubcrlagcrtcn Lichtwcllch cntsprichL 
In einer altemadven AusfUhrungsform k5nnte die opti- 
sche Einrichtung Strahlteilerplatten und Spiegel aufweisen. 
Die Strahlteilerplatten d^ optischen . Einrichtung wrasen 
eine Bescbichlung auf, die das erfotderliche IntensitaLsvcar- 
haltnis derTJchtwellen er/eugen. T^etztendlich kann das er- 
foideriidie IntensitSisverhSltnis der urspranglichen licht- 
wellen zu den Qberlagecten Lichtwellen durch geetgnete Be- 
schichtung d^ Strahlteilerplatten eiogestelk werden. Die 
das IVansmissions- bzw. ReflexionsvermOgen charakterisie- 
rende Beschichtung der Strahlteiieiplatten kdnnte fOr jede 
Strahlteileiplatle dor optisdien Einrichtung individuell un- 
terschiedlich ausgefuhrt sein. 

In besonders voiteilhaftcr Weise kann durch entspre- 
chende Posiuoni^ng einzelner Bauteile der opdschen Ein- 
richtung ein zeidicber Versatz der intensitatsmoduiierten 
lichtwellen eingestellt werden. Insbesondeie wenn es si^ 
um eine gepulste Lichtwelle handelt kann der zeitliche Vsr- 
satz des ohne Reflexion durchlaufenden Tichtstrahls zu dem 
dnfach bzw. mehrfacfa reflektiertaa Lichtstrahl durch den 
zusatzlichen optischen Weg der optischen Einrichtung ent- 
sprcchcnd eingestellt wcrdcn. 

Die gesamte optische Einrichtung k6nnte in lateraler und/ 
oder axialer Richtung relativ zum Beleuc^tungsstrahlen- 
gang vCTstellbar angeordnet sein. Durch Veranderung der 
Posidon der optischen Einrichtung kaim das zusatzlicbe Be- 
Icuchtungsmusicr lateral und/odcr axial zu dem urspriingli- 
chen Beleuchtungsmuster versetzt werden. DarUber hinaus 
konnten auch einzelne Komponenten bzw. Bauteile der op- 
dschen Hnrichtung lateral und/oder axial verstellt werden. 
ISerdurch kann in ersler Linie das zusatzlicbe Beleuch- 
tungsmuster in seiner raum lichen Struktur variiert werden 
bzw. der zeitliche Versatz von intensit^modulierten Licbt- 
55 weliai konnte iiber eine Laufecitdififerenz eingestellt wer- 
den, 

Es gibt nun verschiedene MdglichkeiLen, die Lehre der 
vorliegenden Erflndung in vorteilhafter Weise auszugestai- 
ten und weiterzubilden. Dazu ist einerseits auf die den Pa- 
60 tentanspriichen 1 und 23 nachgeordiKten Patentanspruche 
und andcrcrscits auf die nachfolgcndc Erlautcrung dor be- 
voizugten AusfUhrungsbdspiele der Erflndung anhand der 
Zeichnung zu verw^sen. in Vetbindung mit der Erlauterung 
der bevorzugten Ausfuhrungsbeispiele der Erflndung an- 
65 hand der Zeidmung werden auch im allgemeinen bevor- 
ziigte Ausgestalmngen und W&iterhildungen der T^re er- 
^ten. In der Zdchnung zeigen 

¥ig, 1 eine schematische Darstellung eines Strahlengangs 
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eines doppelkonfokalen Rastermikroskops, 

Fig. 2A in einem Diagramin die eldoromagaetische Feld- 
Starke des urspninglicheD BeleuchtuDgsniusters als Fuak- 
tion der optischen Achse, 

Fig. 2B in einem Diagramm die elektromagnetische Feld- 
Starke eines ersten zusatzlichen Beleucfatungsmusters als 
Funktion der optischen Achse, 

Fig. 2C in einem Diagramm die elektromagn^sche Feld- 
staike eines weiteren, zusatzlichen iiberlagerten Beleuch- 
tungsmusters als Funktion der optischen Achse. 

Fig. 2D in einem Diagraimn die resultiercnde elektroma- 
gnetische Feldverteilung als Funktion der optischen Achse, 

Fig. 3 eine scheniatische Darslellung einer als Reflexi- 
onsplalte ausgefiihrten optischen Einrichtung und 

Fig. 4 in einer schematischen Darstellimg eine aus Strahl* 
teller und Spiegel ausgefuhrte optische Eimichtung. 

Die Fig. 1 zcigt cine Vorrichtung zur Durchfuhrung cincs 
Verfahrens zur Beleuchtung eines transparenten Objekts 1 
mil einem doppelkonfokalen Rastermikioskop, wobei zur 
Beleuchtung eines Punkts des Objekts 1 zwei aus enlgegen- 
gesetzten Richtungen 2, 3 auf den Punkt fbkussieite licht- 
wcllcn dncr koharcntcn Lichtqucllc 4 zu cincm Bclcuch- 
tungsmuster interferieren. Die beiden lichtwellen werden 
mit Hilfe eines StrahUeUers 5 in zwei IHlstrafalen aufgeteilt, 
die jeweils von einem Spiegel 6, 7 derart refiektiert werden, 
dass »e aus entgegengeselzien Richtungen jeweils die Ob- 
jekdve 8, 9 durchlaufen. Die Objektive 8, 9 fokussieren die 
beiden aufgeteiltoi Lichtwellra auf einen gemeinsameo 
Punkt. In diesem gemeinsamea Punkt. bildet sicb das Be- 
leuchtuDgsmuster des doppelkonfdcalea Rast^miloro^ops 
aus uod beleuchtet so dn zwischen den beiden ObjeiaiveD 8, 
9 eingebcachtes transpazentes Objekt. 

Im folgenden win) zur bei^elhaftra Eriauterung der 
zweiten Variante des erfindungsgema£en \%rfahrens auf die 
Fig. 2A bis 2D vcrwiesen. In den dort gezeigten Diagram- 
men ist auf der Abszisse die Ort^oocdinate in Richtung der 
optischen Achse aufgetragen, auf der Ordinate ist die elek- 
tromagnetische Feldstarke aufgetragen. Die Abszissen der 
in den Fig. 2A bis 2D gezeigten Diagraumie weisen die glei- 
che Skalierung auf und erstrecken sich iiber den gleichen 
Beieich, der in Binheiten der WellenlSnge des Beleuch- 
tungslichts eingezeichnet ist. 

Die Fig. 2A zcigt die elektromagnetische Fcldstarkc dncs 
typischen Beleuchtungsmusters bei der doppelkonfokalen 
Rastermikroskopie an der Lateralkooidinate des Ix)kus- 
punkts entlang der optischen Achse. Das Beleuchtungsmu- 
ster ist syimnetrisch zur Fokalebene ausgebildet. Die Fokal- 
cbcnc hat in dicscm Diagramm die Abszisscn-KoOTdinatc 0. 
Das Hauptmaximum 10 des Beleuchtungsmusters hat eben* 
falls die Abszissen- Kooidinate 0. Die nachsten Nebenma- 
xima 11, 12 sind ungefahr eine halbe Wellenlange \on dem 
HaupLtuaximuin entfeml angeordnet, wobd in dem in Fig. 
2 A gezeigten Diagramm die elektromagnetische Feldstarke 
am Ort der beiden Nebenmaxima 11, 12 einen negativen 
Wert aufweist. Die Nd>enmaxima 13, 14 sind ungefahr eine 
Wellenlange von der Fokusebene entfemt Die Iniensitais- 
verleilung des Beleuchtungsmusters der in der Fig. 2A ge- 
zeigten elektromagnetischen Feldstarke ist durch das Biklen 
des Betragsquadrats dieser Kurvenform gegeben. 

ErfindungsgemaB wird dem in der Fig. 2A gezeigten Be- 
Icuchtungsmustcr cin zusatzlichcs Bclcuchtungsmustcr 
Uberlagert Dieses zusStzliche Beleucbtungsmuster wird aus 
zwei zusatzlichen, aufeinander zu laufenden, koharenten 
Lichtwellen erzeugt. Die elektromagnetische Feldverteilung 
des zusatzlichen Beleuchtungsmusters ist in der Fig. 2B ge- 
zeigt Die Pha.senbeztehung zwischen dem ursprunglichen 
Beleu^tungsmuster und dem zusatzlichen Beleucbtungs- 
muster bzw. deren Lichtwellen wurde derart eingestellt, dass 



die elektromagnetische Feidstarken der Beleucbtungsmuster 
entgegengesetzt ausgebildet sind. Im Eonkreten weist die 
elektromagnetische Feldstirke am Ort des Nebenmaximums 
11 einen aus der Fig. 2A enmehmbaren Wert von ungefMhr 
5 -0,4 auf. Demgegenuber weist das Hauptmaximum 15 des 
zusatzlichen Beleuchtungsmusters am Ort des Neberunaxi- 
mums 11 eine elektromagnetische Feldstarke auf, die einen 
der Fig. 2B entnehmbaren Wert von ungefahr 0,4 entspricht. 
Somit sind die elektromagnetischen Feidstarken der iiberla- 

10 geiten Beleucbtungsmuster am Ort des Nebenmaximums 11 
dem Betrag nach zumindest ungefahr gleich. 

Das in der Fig. 2B gezeigte zusatzliche Beleucbtungsmu- 
ster ist relativ zu dem in der Fig. 2A gezeigten ursprungli- 
chen Beleucbtungsmuster derart versetzt, dass das Haupt- 

15 maximum 15 des zusatzlichen Beleuchtungsmusters dem 
Nebenmaximum U des ursprunglichen Beleuchtungsmu- 
sters iibcrlagcrt ist Das Nebenmaximum 17 des zusStzli- 
chen Beleuchtungsmusters hat die Abszissen-Koordinate 0. 
In der Fig. 2C ist ein weiteres Beleucbtungsmuster ge- 

20 zeigt, das den beiden in der Fig. 2A und 2B gezeigten Be- 
leuchtungsmustem uberlagert wird. Das Beleucbtungsmu- 
ster aus der Fig. 2C weist cin Hauptmaximum 16 auf, das 
am Ort des Nebenmaximums 12 des ursprOnglichen Be- 
leuchtungsmusters angeordnet ist Das Nebenmaximum 18 

25 des zusatzlichen Beleuchtungsmusters hat ebenfalls die Ab- 
szissen-Koordinate 0. Somit wird fur jedes der beiden Ne- 
benmaxima 11, 12 des ursprunglichen Beleuchmngsmusters 
jeweils ein zusStzliches Beleucbtungsmuster mit Hilfe von 
zusatzlich Qberlagerten lichtwellen erzeugt 

30 In Fig. 2D ist die elektromagnetische Feldstarke der drei 
ttb^lagerten Beleucbtungsmuster daigestellL Das resultie- 
lende Beleuchtungsmuster wdst am Ort der Fokalebene ein 
Hauptmaximtmi 19 auf. Dem Hauptmaximum 19 sind zwd 
weicere Maxima 20, 21 benaclibart Die weiteien Maxima 

35 20, 21 sind jedodi wdter von der Fokalebene entfont, nam- 
lich ungef^ eine Wellenlange des verwendeten Lichts. Da 
mit dnem doppelkonfolcalen Rastermilcroskop in axialer 
Richtung jedoch lediglich der Bmich von ungefahr ±X12 
am die Fokalebene detekliert wild, konnen die Beilrage der 

40 zusatzlichen Maxima 20, 21 durch dast Detektionspinhole 
ausgeblendet werden. Das Hauptmaximum 19 des resuUie- 
renden Beleuchtungsmusters weist ungefahr die gleiche 
Brcitc wic das Hauptmaximum 10 des ursprunglichen Be- 
leuchmngsmusters auf. DemgemSB liefert diese Variante 

45 eine axiale Auflosung, die in dieser Weise ohne st^iende 
Beitrage <ter Nebenmaxima 11, 12 nicht realisierbar wSre. 

Im Hinblick auf eine vorrichtungsmafiige Ausfuhrungs- 
form werden die zusatdicb aufeinander zu laufenden, koha- 
renten Lichtwellen mit Hilfe ein^ in der Fig, 1 gezeigte 

50 optischen Binrichtung 22 erzeugt. Die Fig, 3 zeigt ein erstes 
Ausfiihrungsbeispiel einer optischra Einrichmng 22, die die 
zusatzlichen koharenten Lichtwellen durch StrahlauTleilung 
des von derT^ichtquelle 4 emittierten T jchts erzeugt Tlierbei 
wird mit der opdschen Einrichtung 22 die Strahlaufteilung 

55 durch eine Kombination von Transnaission und Mehrfadire- 
flexion erzeugt Dutch entsprechende Dimensicmierung der 
Bauleile bzw. durch Anordnung von Blenden kdnnen Mehr- 
fachreflexionen hoherer Ordnung vermieden werden. Die 
optische ^nrichtung 22 ist im divergent veriaufenden Be- 

60 leuchtungsstrahlengang angeordnet In der Fig. 3 ist ange^ 
dcutct, dass die ursprunglichen Lichtstrahlcn 23, 24 von 
dem Fokuspunkt 25 divergieren. Die beiden Lichtstrahlen 
23, 24 z&igen die auBeren bzw. umhullenden Strahlen des 
von derLichtquelle emittierten lichts. Die optische Einrich- 

65 tung 22 ist als Reflexionsplatte ausgebildet, die aus zwei zu- 
sammengesetzten, keilformigen optischen Bauteilen 26, 27 
besteht Zwischen den beiden Iceilfdrmigra Keflexionsplat- 
ten 26, 27 ist ein Immersions^ eingebracbt, das ein Bre- 
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chunginndex aufweist, derdem der beiden Reflexionsplatten 
26, 27 entspricbL Die optischen Bautdle 26, 27 sind gegen- 
eioander verschiebbar angeordnet, so dass die wirksame 
Dicke 28 der Reflexionsplatte einstellbar isL Die zusatzli- 
chen Lichtweilen 29, 30 werden durch ioterae Reflexi<»i in S 
der zusammengesetzten Keflexionspiatte eizeugt 

Die Fig. 4 zeigt eine altanalive Ausfuhrungsfonn einer 
opdscheo Einrichtung 22, die aus Strahlteiler 31, 32, 33, 34 
und Spiegel 35, 36 bestehL Aucb diese optiscbe Anordnung 
ist im divergent veriaufenden Strahlengang angeordneL Die lo 
von dem Pokuspunkt 25 divergent veriaufenden Lichtstrah- 
len 23, 24 werden zu einem Teil vom erslen Strahlteiler 31 
reflekliert, zu einem anderen Teil passieren sie diesen. Der 
reflektierte Anteil trifft auf den Strahlteiler 32, der wie- 
derum einen Teil der lichtstrahlen reflekliert bzw. transmit- 15 
dexen laBL Der transmittierte Anteil wird seinerseits von den 
Spicgcln 35 und 36 rcflckdcrt. Dor Strahlteiler 33 vcrcinigt 
zwei lichtstrahlen, nimlich den reflektierten Anteil des 
Strahlteilers 32 und den von dem Spiegel 36 kommenden 
Lichtstrahl. Die vereinigten Lichtstrahlen werden nut Hilfe 20 
des Strahlteilers 34 dem transmitderten Anteil des Strahltei- 
lers 31 ubcrlagcrt 

Die Strahlteiler 31, 32, 33, 34 weisen eine Beschichtung 
auf, die das erforderiiche Intensitatsverhaltnis der zu iiberla- 
gemden Lichtweilen eizeugt. Gleiches gilt fur die beiden 25 
Oberdachen 37, 38 der zusammengesetzten Reflexionsplatte 
26, 27 aus der Ffe. 3. 

Die optischen Einiichtungen aus den Fig. 3 und 4 kOnnen 
als Ganzes endang den Ricbtungen 39 und 40 lelativ zum 
Beleuchtungsstrahlengang bzw. der optischen Achse 41 ver- 30 
stellt werden. Durch dne Verstellung der gesamten opd- 
scfaen Eioxichtung 22 entlang der Richtung 39 kann der 
axiale Versatz der zusfitzHch Qberlagerteii Beleuchtungsmu- 
ster verandect wenfen. 

Die beiden keil^nnigai Bauteile 26, 27 der in der Fig. 3 35 
gezeigten Reflexionsplatte sind g^eneinander entlang der 
Richtung 42 verschiebbar angeordnet Aucb die Ibile der 
optischen Einrichtung 22 aus der Fig. 4 konnen endang d^ 
Richtung 42 veistelll werdra. ICeibei ist vurgesehen, dass 
entweder die beiden Spiegel 35, 36 oder die beiden Strahl- 40 
teileiplaiten 32, 33 paarweise entlang der Richtung 42 v&c- 
stellt werden. Hieiduzch kann in besonders vorteilhafter 
Wcisc die LaufiEdtdifTcrmz der zusatzlicb tibcrUgcrtcn 
Lichtweilen bei der dritten Variante entsprechend eingestellt 
werden. 45 

Bezugszeichenliste 
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lObjekt 

2 Teilstrahl aus einer Richtung 

3 Teilstrahl aus der entgegengesetztra Richtung 

4 Lichiwelle 

5 Strahlteiler 

6 Spiegel 

7 Spiegel 

8 Objektiv 

9 Objektiv 

10 llauptmaximum vom urspriinglichen Beieuchtungsmu- 

ster 

11 erstes Nebenmaximum zu (10) 60 

12 crstcs Nebenmaximum zu (10) 

13 zweites Nebenmaximum zu (10) 

14 zweites Nebenmaximum zu (10) 

15 Hauptmaximum vom zusStzlichen Beleuchtungsmuster 

16 Hauptmaximum vom zweiten zusatzUchen Beleuch- 65 
tungsmusters 

17 Nebenmaximum zu (15) 

18 Nebenmaximum zu (17) 



19 TTauptmaximum vom resultierenden Beleuchtungsmuster 

20 Nebenmaximum zu (19) 

21 Nebenmaximum zu (19) 

22 optische Einheit 

23 ursprtingliche Dchtstrahlen 

24 urspningiiche Lichtstrahlen 

25 Fokuspunki 

26 keilformige Reflexionsplatten 

27 keilformige Reflexionsplatten 

28 Dicke von (26. 27) 

29 zusatzliche Lichtweilen 

30 zusatzliche Lichtweilen 

31 SlTdhlleUer von (22) 

32 Strahlteiler von (22) 

33 Strahlteiler von (22) 

34 Strahlteiler von (22) 

35 Spiegel von (22) 

36 Spiegel von (22) 

37 Oberflache von (26, 27) 

38 Oberflache von (26, 27) 

39 Bewegungsrichtungen von (22) 

40 Bewegungsrichtungen von (22) 

41 optische Achse 

42 Verstelliichtung von (26, 27) 

Paienians^ruche 

1. Verfahren zur Beleuchtimg eines transpaienten Ob> 
jekts (1), insbescmdere zur Anwendung in der doppel- 
konfokalen Rastermikroskopie, wobei zur Beleuchtung 
^nes Punkts des Objekts (1) zwei aus entgegengesetz- 
ten Ricbtungen (2, 3} auf den Punkt fokussierCe Licht- 
weilen einer kdiSrenten LichtqueUe (4) zu einem Be- 
leuchtungsmuster inteifetieren, dadurch gekenn- 
zeidmel, dass mindestens zwd zusStzIicfae, aufeinan- 
der zu lauf eade, kobarente Lichtweilen Qbedlagen w^- 
den, um die Nebetmtiaxima (11, 12) des Beleuchtungs- 
musters zu minimieien. 

2. Veifahren nacb Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Phasenbeziehung zwischen dem Beleuch- 
tungsmuster und den zusStzlichen Lichtweilen einstell- 
bar isL 

3. Vcif ahrcn nach Anspruch I odd 2, dadurch gckcnn- 
zeichnet, dass am Qrt der Nebecmiaxima (U, 12) des 
ursprunglichen Bdeuchtungsmusters die elektroma- 
gnetiscbe Feldstatke der iiberlag^ten Beleuchtungs- 
muster entgegengesetzt ist bzw. unterschiedliche Vor- 
zcichcn aufwcist. 

4. Verfahren nach einem der Ansprttche I bis 3, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Intensitat der zusatzlicb 
uberlagerten Lichtweilen derart gewahlt wird, dass die 
elekiromagnetische FeldsUirke des Beleuchtungsmu- 
sters am Ort der Nebenmaxima (11, 12) dem Tietrag 
nacb ziunindest ungef^ der elektromagnetischen 
Feldstarke der uberlagerten Lichtweilen entspricht. 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, da- 
durch gekeimzeichnel, dass die Intensitat der zusiUzli- 
chen Lichtweilen geringer als die der zur Beleuchtung 
dienenden Lichtweilen gew^t wird. 

6. Verfahren nach eioem der Anspriiche I bis 3, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Intensitat der zusatzli- 
chen lichtweilen grOBer oder gleich der der zur Be- 
leuchtung dienoiden Lichtweilen gewahlt wird. 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche I bis 6, da- 
durch gekennzeichnet, dass die zusatzlicb koharent 
iiberlagerten TJchtwellen im Objektbereich kollimiert 
verlaufen. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeich- 
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net, dass das zasatzHch iiberlagerte Beleuchtungsmu- 
ster derart erzeugt wird, dass mindestens ein Maximum 
des uberiagerten Beleuchtungsmusters sich mit minde- 
stens einem Nebenmaxlmnm des urspninglichen Be- 
leucbningsmusters zuniindest weitgebend Oberlageni s 
iaBt. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeich- 
net, dass zwei benachbarte Maxima des uberiagerten 
Beleuchtungsmusters sich mit den beiden dem Haupt- 
maximum (10) benacbbarteo Nebeoniaxima (U, 12) lo 
des urspriinglichen Beleuchtungsmusters zumindest 
weitgehend uberlagern lassen. 

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, da- 
durch gekenn7£ichnet, dass die zusatzlich koharent 
Uberiagerten LichtwelLcn im Objdabereich auf einen is 
Punkt fbkussiert werden. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gckcon- 
zeichnet, dass das urspningliche Beleucbtungsmuster 
rdativ zum Beleucbtungsmuster der zusatzlich iiberla- 
gerten Lichtwellen derart veisetzt ist, dass lediglich de- 20 
ren Nebenmaxima (U, 17 bzw. 12, 18} zumindest weit- 
gebend ubcrlagcrt sind. 

12. Vi^ahren nach Anspruch 10, dadurch gekenn* 
zeichnet, dass das Hauptmaximum (15) des Beleucb- 
tungsmusters dsr zusatzlich tiberlagoten LichtweUen 2S 
relaliv zum urspninglichen BeleuciiLungsmusler derarl 
versetztist, dass das TTauptmaximum (15) desTteleuch- 
tungsmusteis d^ zus^tziidi Qb^lagerten Lichtwellen 
sich mit einem Nd>eaniaximum (11) des urspriingli- 
chen Beleuchtungsmusters zucniodest weitgehend 30 
fiberlagem ISfit. 

13. Verfahren nach Anspruch 11 oder 12, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass fur jedes Nebemnaximum (11* 12) 
des ursprOnglicfaen Beleuchtungsmusters jeweils ein 
zusatzliches Beleucbtungsmuster mit Hilfe von zusStz- 35 
lich Gbezlagenen Lichtwellen erzeugt wird. 

14. Vi^ahren nach einem der Anspriiche 1 bis 13, da- 
durch gekennzeicbnei, dass die t)berlagerung der zu- 
salzHchen koharenten Lichtwellen durch eine Modula- 
tion und/oder Filterung in mindestens ciner Fourier- 40 
ebene des Beleuchtungsstrahlengangs erzeugt wird. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekenn- 
zcichnct, dass die Modulation und/odca- Filterung mit 
einer Phasen- und/oder AmpHtudenplatte erfolgL 

16. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 15, da- 4S 
durch gekennzeidinet, dass die Inlensilat des Lichts 
zur Erzeugung des urspriinglichen Beleuchtungsmu- 
sters und/oder die Intcnsitat der zusatzlich Uberiagerten 
Lichtwellen zeitlich moduliert werden. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekenn- 50 
zeichnet, dass die Intensiiatsmodulation des Lichts fur 
das urspningliche BeleudiLungsmuster zu der Intensi- 
tatsmoduladon der zusatzlich iiberlagerten Lichtwellen 
zeitlich versetzt ist. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekenn- 55 
zeichnet, dass der zeitliche Verssatz einsteUbar ist 

19. Verfahren nach einem der Anspriiche 16 bis 18, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Intensitatsmodula- 
tion eine Rechteck-, S^gezahn-, Dreieck- oder Puis- 
form aufweisL <so 

20. Verfahren nach einem der Anspriiche 16 bis 19, 
dadurch gekennzeichnet, dass eine lichtquelle verwen- 
det wird, die g^ulstes Ucht emittiert. 

21. V^ahren nach einem der Anspriiche 16 bis 20, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Intensitatsmodula- 65 
tion mit dem Detektorsystem synchronisiert wird. 

22. Verfiahien nach einem der Anspriiche 1 bis 21, ge- 
kennzeichnet durch die Anregung von mit Fluores- 



zenzmarker markierten Objekten mit Hinphotonen- 
und/oder Mehrphotonen-Anregung. 

23. VDrrichtung zur Beleuchtung eines transparenten 
Objekts (1), insbesondere zur Anwendung in der dop- 
pelkonfokalen Rastermikroskopie, wobei zur Beleuch- 
tung eines Punkts des Objekts (1) zwei aus entgegenge- 
setzteu Richtungen auf deo Punkt fokussierte Lichtwel- 
len einer koharenten Lichtquelle zu einem Beleucb- 
tungsmuster interferieren, insbesondere zur Anwen- 
dimg des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 
22, dadurch gekennzeichnet, dass mindestens zwei zu- 
satzliche, aufeinander zu laufende, koharente Licht- 
wellen uberlagerbar sind, um die Nebeimiaxima (11, 
12) des Beleuchtungsmusters tu minimieren. 

24. \brrichtung nach Anspruch 23, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die zusatzlichen koharenten Lichtwellen 
durch Strahlauftcilung des von der Lichtquelle emittic- 
ren Lichts mit einer optischen Einrichiung (22) erzeug- 
bar ist. 

25. V>nichtung nach Anspruch 24, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die optische Einrichtung (22) die Strah- 
lauftcilung durch cine Kombination von Transmission 
und Mehif achrefi^ion erzeugL 

26. V>nichtung nach Anspruch 24 oder 25, dadurch 
gekeimzeichnet, dass die optische Hnrichtung im di- 
vergent verlaufenden Beleuchlungsstrahlengang ange- 
ordnet ist 

27. V:>iiichtung nach einem der AnsprQche 24 bis 26, 
dadurch gekemizeichnet, dass die optische Einrichtung 
(22) als Reflexionsplatte ausgebOdet ist 

28. V:>rnchtung nadi Anspruch 27, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die ReflexionsplattB zwei zusatnmenge- 
setzte, keilf<3rnuge optische Bauteile (26, 27) aufweist. 

29. V^rrichtung nadi Anspruch 28, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die keilformigen optischen Bauieile (26, 
27) gegeneinander verschiebbar sind, so dass die wirk- 
same Dicke (28) der Reflextioosplatte einsteUbar ist. 

30. \brrichtung nach einem der Anspriiche 24 bis 29, 
dadurch gekennzeichnet, dass zur Einslellung des er- 
forderlichcn Tntensitateverhaltnisses der einzelnen 
Lichtwellen die optische Einrichtung (22) eine entspre- 
chende Beschichtung aufweist 

31. \bnichtung nach cincm der Anspriidic 24 bis 26, 
dadurch gekeiuizeicbnet, dass die optische Einrichtung 
(22) Strahlteilerplatten (31, 32, 33, 34) und Spiegel 
(35, 3^ aufweist 

32. \brrichtung nach Anspruch 31, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Strahlteilerplatten (31, 32, 33, 34) 
der optischen Einrichtung (22) eine Beschichmng auf- 
weist die das erforderiiche IntensitStsveriialtnis der 
Lichtwellen erzeugt 

33. \brrichtung nach Anspruch 31 oder 32, dadurch 
gekennzeichnet, dass durch die Positionierung der 
Spiegel (35, 36) der optischen Einrichtung (22) ein 
zeitlicber Nf^rsatz der intensitatsmodulierten Lichtwel- 
len einsteUbar ist 

34. \brrichtung nach einem der Anspruciie 24 bis 32, 
dadurch gekennzeichnet, dass die optische Einrichtung 
(22) ganz und/oder tdlweise lateral (40) und/oder axial 
(39) reladv zum Beleuchtungsstrahlengang verstellbar 
ist 
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Fig. 2 A 
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Fig. 2C 
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